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Synthetische Polypeptide zur Diagnose und Therapie von Prionerkrankungen 



Die vorliegende Erfmdung bezieht sich auf synthetische Polypeptide, die insbe- 
sondere bei der Diagnose, Vorbeugung und Behandlung von einer Reihe von 
ubertragbaren, degenerativen neurologischen Erkrankungen Verwendung finden 
konnen. Diese Erkrankungen werden unter dem Begriff spongiforme Enzephalo- 
patien oder auch Prionerkrankungen zusammengefaflt. Sie treten in unterschiedli- 
chen Saugetierspezies auf, z.B. als Scrapie bei Schafen, als BSE bei Ktilien und 
als Kuru oder Creutzfeldt-Jakob-Krankheit bei Menschen. 

Als einziges mit dem infektiosen Agens assoziiertes Molekiil wurde bislang ein 
krankheitsspezifisches Prionprotein (PrpSc) gefunden, das eine abnorme Isofonn 
eines nonnalen Wirtsproteins (PrpC) unbekannter Funktion ist. Beide Isoformen 
p r pSc un( j p r pC sthnnien beziiglich Molekulargewicht und Aminosauresequenz 
iiberein. Sie unterscheiden sich in ihrer raumlichen Faltung und ihren Eigen- 
schaften. Wahrend z.B. PrPC iiberwiegend a-helicale Sekundarstrukturen besitzt, 
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loslich und proteaseverdaubar ist, weist PrP Sc vor allem B-Faltblattstrukturen auf, 
ist unloslich und kann von Proteasen nur teilweise abgebaut werden. Viele Indi- 

zien, insbesondere die Abwesenheit von anderen Molekiilen auBer PrPSc im 
Prion, und vor allem die Abwesenheit von Nukleinsauren, deuten darauf hin, dafl 
PrP Sc 

eine (wenn nicht die) zentrale Rolle bei der Ausldsung der oben genannten 
Krankheiten zukommt. Es wird angenommen daB PrPS c -Proteine in der Lage 
sind, noimale PrpC-Proteine in die krankheitsspezifische Faltung zu konvertie- 
ren, was die Infektiositat von PrPSc-Proteinen erklaren wiirde. 

Es scheint daher vielversprechend ausgehend von Pi-pSc a } s zentralem Krank- 
heitsmolekul Therapie- oder Diagnosemoglichkeiten zu entwickeln. 

Aufgabe der Erfindung ist in diesem Zusaminenhang, synthetische Polypeptide 
bereitzustellen, die immunogene Eigenschaften oder generell Bindungseigen- 

schaften des PrP^ c nicht jedoch dessen Infektiositat aufweisen. 

Gelost wird die Aufgabe mit synthetischen Polypeptiden entsprechend des An- 
spruches 1. 

Es handelt sich dabei um Polypeptide, die eine oder mehrere definierte Sequen- 
zen des PrP (PrP bezeichnet das Prionprotein iin allgemeinen unabhangig von 
seiner Konformation) enthalten, wobei diese Sequenzen von PrpSc-bindenden 
Substanzen in z.B. den weiter unten beschriebenen Mapping-Experimenten er- 

kannt werden. Es gibt eine ganze Reihe von unterschiedlichen PrpSc. S pezifisch 
bindenden Substanzen. Beispiele hierfur sind weiter unten angegeben. 

ZusammengefaBt enthalten die erfmdungsgemaBen synthetischen Polypeptide 
damit mindestens eine Sequenz, die ira nativen PrpSc an dessen Oberflache an- 
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geordnet ist und dort alleine oder in Verbindung mit weiteren der im Rahmen der 
Eifindung einsetzbaren Sequenzen eine Bindungsstelle bilden. Ail der Ausbil- 
dung dieser PrP Sc -spezifischen Oberflachenstrukturen ist mindestens eine der 
beiden im Strukturmodell des rekombinanten PrP vorhandenen B- 
Faltblattstrukturen, oder beide, beteiligt. Es wird angenommen, dafi diese Slruk- 
turen im PrP Sc als Nukleationspunkt bei der Ausbildung der Oberflache einen 
dominierenden Einflufl haben. 

Kunstliche Polypeptide, die im nativen PrP Sc vorhandene Bindungsstellen simu- 
lieren, konnen sowohl zur Therapie oder Diagnose als audi zur Vorbeugung und 
sonstigen Anwendungszwecken von Interesse sein. 

Unter die Eifindung fallen insbesondere synthetische Polypeptide, die einen oder 
melirere der im Anspruch 2 genannten folgenden Sequenzbereiche aufweisen; 

a) Gly-R \ -Asp-R 2 -Glu-Asp-Arg-(Tyr-Tyr) 

b) (Gln)-(Val)-Tyr-Tyr-R 3 »Pro. R 4 -Asp-R5-Tyr- R 6 -(Asn-Gln) 

c) Cys-Rv-Tlu-Gln-Tyr-Rg-Rp-Glu-Ser-Rio-Ala-CRn-Tyr) 

d) (Tyr-Arg)-Glu-Asn-Met-R^^ 

in denen R\ =Asn oder Ser, R 2 = Tip oder Tyr, R3 = Arg oder Lys, R4 = Met, 
Val oder Ala, R5 = Gin, Glu oder Arg, Rg = Ser oder Asn, R7 = Val, Tin- oder 
He, Rs = Gin oder Glu, R9 = Lys, Arg oder Gin, R\q = Gin oder Glu, Ri 1 = Tyr, 
Ser oder Ala und R\2 = His, Tyr oder Asn ist und die in Klaminern angegebenen 
Aminosauren nicht zwingend vorhanden sind. 

Weitere synthetische Polypeptide im Rahmen der Eifindung konnen nach An- 
spruch 3 eine oder mehrere der folgenden Sequenzen enthalten: 
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e) Gly-Trp-GIy-Gln-Pro-His-Gly-Gly-GIy-Trp-Gly»Gln-Pro-His-Gly 

f) Lys-Pro-R 14 -Lys-Pro-Lys-Thi-Ri4-Ri 5 -Lys-His-Ri 6 -Ala-Gly 

g) Tyr-Ri6-Leu-GIy-Ser 

h) Ser-Ala-Met-Ser-Arg-Pro-R j 7-R1 7-His-Phe-Gly-R 14- Asp 

i) Asn-Met-R 1 g-Arg-Tyr-(Pro-R 1 4>(Gln- Val-Ty r-Ty r-R 1 9) 

in denen Rj4= Asn oder Ser, Rj5= Met, Leu oder Phe, Rjg =Met oder Val, 

Rj 7= lie, Leu oder Met, Rjg^ His, Tyr oder Asn und Rj9= Lys oder Arg ist und 

die in Klammern gesetzten Aminosauren oder Sequenzbereiche nicht zwingend 
vorhanden sind. 

Die Sequenzen gemaD Anspruch 2 und 3 wurden in sogenannten "Mapping- 
Experimenten" auf einer immobilisierten Peptidbank gefunden. Auf der benutzten 
Peptidbank (erhaltlich von Jerini Biotools, Berlin) sind 104 Peptide mit jeweils 
13 Aminosauren mit ihrem C-terminalen Ende auf einer Cellulosemembran befe- 
stigt. Sie decken die gesamte Sequenz des PrP (PrP bezeiclinet im folgenden ge- 
nerell die dem Prionprotein zugrundeliegende Aminosauresequenz unabhangig 
von der Konformation) ab und sind so angeordnet, daB sie um jeweils zwei Ami- 
nosauren verschoben sind, d.h. jeweils 1 1 Aminosauren zwischen zwei benach- 
barten Peptiden iiberlappen. In mehreren Mapping-Experimenten wurden Peptid- 
banke mit unterschiedlichen PrP Sc bindenden Substanzen beaufschlagt und die 
Bindung dieser Substanzen an spezielle Sequenzbereiche unter Verwendung z.B. 
eines Chemolumineszenz-Kits (ECL, Amershani, USA) sichtbar gemacht. 

Zur Ermittlung der Sequenzen gemaB Aiispruch 2 wurden in "Mapping- 

Experimenten M als PrPSc.bindende Substanzen ein PrpSc. S pezifischer Aiitik6i*per 
mit der Bezeichnung 15B3 und (wie in eigenen Vorversuchen gezeigt wurde 
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ebenfalls PrpSc. S p e zifisches) rekombinantes bovines-PrP (rbPrP) mit der in Fig 4 
angegebenen Sequenz eingesetzt. Zur Herstellung von rbPrP kann z.B. eine Zell- 
linie (z.B. E. coli) mit einem Vektor, der rbPrP exprimiert, in einem geeigneten 
Medium (z.B. Luria-Broth) angezogen und dann aus den Inklusionskorpern der 
Zellen nach Lysis und weiteren konventionellen Reinigungsmethoden das Prion- 
Protein isoliert werden (siehe auch Hornemann et al., FEBS-Letters (97) 413 (2; 
277-281)). 

Bei 15B3 handelt es sich urn einen unlangst von den Erfindern entdeckten mono- 

klonalen PrPS c Antikdrper. Hybridomazellen, die die genannten (PrPSc spezifi- 
schen) Antikoiper 15B3 produzieren, wurden am 13. Februar 1997 unter der 
Nummer DSM ACC2298 bei der deutschen Sammlung von Mikroorganismen 
und Zellkulturen GmbH in Braunschweig hinterlegt. 

In beiden Fallen erkannten die beiden unterschiedlichen bindenden Substanzen, 
der Antikoiper 15B3 und das rekombinante rbPrP ubereinstimmend die Sequen- 
zen a-d gemaB Anspruch 1, wie fur 15B3 in Fig. 1 und ftir rbPrP in Fig. 2 wie- 
dergegeben. 

Die in Fig 1 und 2 angegebenen Nummem bezeichnen die unterschiedlichen 
Peptidsequenzen der Bank, an denen der monoklonale Antikorper 15B3 bzw 
rbPrP bindet. Die erfindungsgemafien Sequenzen entsprechen dabei jeweils den 
den jeweiligen raumlich benachbarten Bindungspeptiden gemeinsamen Berei- 
chcn. Fig. 2 gibt dabei wie bereits erwahnt das Ergebnis eines Mappingexperi- 
mentes wieder, dessen Bedingungen dem in Fig. 1 dargestellten Experiment ent- 
sprechen. Hier wurde lediglich der Antikoiper 15B3 gegen rekombinantes bovi- 
nes rbPrP ausgetauscht. Die Bindungsstellen des rekombinanten rbPrP sind auf 
der aus technischen Giiinden nicht besser wiederzugebenden Darstellung mit 



WO 99/15651 



PCT/EP98/05924 



6 

Markierungen hervorgehoben. Es handelt sich urn mit Fig. 1 iibereinstimmende 
Bindungsstellen. 

Die in Anspruch 3 angegebenen Sequenzen wurden ebenfalls mittels Mappingex- 
perimenten ermittelt Allerdings wurde hier als erkeiinende Substanz nicht ein 
Antikorper oder rbPrP, sondem der Farbstoff Kongorot eingesetzt, dessen spezi- 
fische Bindung fur PrP Sc bereits seit langerem bekannt ist (Prusiner et aL, Cell 
35, 349-358; 1983), Fig. 3 zeigt die entsprechende Peptidbank mit den angefarb- 
ten Bindungsbereichen, aus denen wie oben angegeben die Sequenzen e-i ermit- 
telt wurden. 

In den Fig. 1-3 erkennt man, daB es sich bei den Sequenzen a-d bzw e-i urn nicht 
linear zusammenhangende Sequenzen aus PrP handelt. An einem 3- 
dimensionalen Modell eines C-terminalen Fragments von rekombinantem Maus- 
PrP konnte gezeigt werden, daB sich hier zwei der im Anspruch 2 angegebenen 
Sequenzen a-d in raumlicher Nahe zueinander befinden. Mit groBer Wahrschein- 
lichkeil ist davon auszugelien, daB bei der Konformationsanderung auch die bei- 
den anderen Sequenzen eine andere Position einnehmen, dergestalt daO im PrPSc 
wohl alle vier Sequenzen a-d benachbart angeordnet sind und mit hoher Wahi- 
scheinliclikeit ein konformationelles Epitop ausbilden. 

Die beanspruchten Sequenzen stellen damit Sequenzbereiche dar, die in einer 
Peptidbanlc einzeln von z.B. einem PrpSc. S pezifischen Antikorper erkamit wer- 
den und die dariiber hinaus mit hoher Wahrscheinliclikeit im nativen PrpSc. 
Protein einzeln oder zu mehreren einen oberflachlichen Bindungsbereich, z.B. 
ein Epitop ausbilden. Unter Epitop wird der spezifische antigene Ort auf der 

Oberflache des PrP Sc -Proteins verstanden, der z.B. durch das Idiotyp von 15B3 
gebunden werden kann. 



WO 99/1 565 1 PCT/EP98/05924 



ErfindungsgemalJ werden damit synthetische Polypeptide bereitgestellt, die im 
Mindestfall eine der von den genannten PrPSc bindenden Substanzen in der Pep- 
tidbank erkannten Sequenzen (sowie moglicherweise zusatzliche) enthalten. 

Kunstliche Polypeptide, die einen antigenen Bereich von PrPSc aufweisen, sind 
bereits in der WO 93/11153 angegeben worden. Die dort genannten Sequenzen 
stellen relativ umfangreich Ausschniite aus der PrP-Sequenz dan Die genaue Ab- 
grenzung einer Sequenz, die z.B, ein Epitop ausbildet oder daran beteiligt ist, 
fehlt, was insbesondere den raumlichen Nachbau von minimal en synthetischen 
Polypeptiden mit z.B. der immunogenen Wirkung von PrpSc erschwert bzw. un- 
moglich macht. 

Wie oben ausgefiihrt, konnen die synthetischen Polypeptide im Minimalfall le- 
diglich aus einer der z.B. im Anspruch 2 oder genannten Sequenzen bestehen. Es 
ist aber audi moglich, sie mit geeigneten weiteren Sequenzen, die im Folgenden 
Konformationssequenzen genannt werden, zu verbinden. 

Theoretisch ware es z.B. moglich, z.B. die Sequenzen ggf. uber diese Konforma- 
tionssequenzen und eventuelle weitere Sequenzen dergestalt untereinander zu 
verbinden, daB die vermutete raumliche Anordnung im Pi*pSc.p ro tein simuliert 
wird. Im Idealfall wiirde man auf diese Weise ein Protein mit einer Oberflache 

(Epitop) erhalten, in dem wie im PrPSc melirere raumlich benachbarte Bindungs- 
stellen enthalten sind. 

ErfindungsgemaB ist in einer Ausgestaltung zunachst jedoch vorgesehen, ledig- 
lich eine der beanspruchten Sequenzen (Sequenz b) dergestalt mit einer Konfor- 
mationssequenz zu verkniipfen, daB ein synthetisches Polypeptid mit ausreichen- 
der immunogener Bindungswirkung z.B. fur 15B3 entsteht, wie Untersuchungen 
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der Erfinder zeigten. Ein Polypeptid in dieser Ausgestaltung kann eine der beiden 
folgenden Sequenzen aufweisen: 

j) (X)-(Gly)-Ala-Val-Val.Gly-Gly-Leu-Gly»GIy-Tyr-(R 13 )-Z-Tyr- 

Tyr-R 3 -Pro-R4-Asp-R 5 -Tyr-R6-(Asn-Gln)-(Y) 
k) (X)-Tyr-Tyr-R 3 -Pro-R4-Asp-R5-Tyr-R 6 -(Asn-Gln)-Z-(Gly)-Ala 

Val-Val-GIy-GIy-Leu-Gly-Gly-Tyr-(R 13 )-(Y) 

wobei X und Y beliebige Aminosauresequenzen sind, Z ein iiblicher Spacer z.B. 
Gly-Gly ist, R3 = Arg oder Lys, R5 = Gin, Glu oder Arg, Rg = Ser oder Asn 
und R13 = Met oder Val ist und die in Klammern gesetzten Sequenzbereiche 
nicht zwingend vorhanden sein miissen. 

Die Sequenz j enthalt in ilirem C-terminalen Bereich die Sequenz b, die iiber z.B. 
den Spacer Gly-Gly mit der sich N-terminal anschlieBenden Konformationsse- 
quenz verbunden ist. In der Sequenz k ist die Abfolge genau umgekehrt. Weitere 
geeignete Spacer sind generell alle solche Sequenzen, die ausreichende Flexibi- 
lity zwischen den verbundenen Peptidbereichen gewahrleisten und keinen Ein- 
flufl auf die Konformation haben. 

Beide bevorzugt eingesetzten synthetischen Polypeptide wurden ausgehend von 
der Feststellung konzipiert, daB in PrPSc verstarkt B-Faltblatt-Strukturen auftre- 
ten, wobei in aller Regel sequenzauf- oder abwarts eine Konformationssequenz 
vorliegt, die eine B-Faltblatt-Struktur induziert. Die synthetischen Polypeptide 
gemafl Anspruch 6 wurden daher mit geeigneten Konfonnationssequenzen ausge- 

stattet, urn die Epitopsequenz in einer fiir PrPS^-spezifischen B-Faltblatt-Struktur 
anzuordnen. 
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Wie allgemein bekannt, konnen Aminosauren in Abhangigkeit von ihrer Grofle 
und ihrer Polaritat bzw. Ladung unterschiedlichen Gruppen zugeordnet werden. 
Man nennt die in eine Gruppe fallenden Aminosauren untereinander homolog 
und unterscheidet folgende 5 Gruppen: 

1 . ) Kleine aliphatische nicht polare oder nur geringfugig polare Sauren: 

Alanin, Serin, Tlireonin und in Grenzen Glycin, Prolin 

2. ) Polare, negativ geladene Sauren und ihre Aniide 

Asparaginsaure, Asparagin, Glutaminsaure und Glutamin 

3. ) Polare, positiv geladene Sauren: 

Histidin, Arginin, Lysin 

4. ) Grofie aliphatische, nicht polare Sauren: 

Methionin, Leucin, Isoleucin, Valin, Cystein 
6.) GroBe aromatische Sauren: 

Phenylalanin, Tyrosin, Tiyptophan 

In vielen Fallen konnen in Peptidsequenzen enthaltene Aminosauren durch ent- 
sprechende Sauren aus derselben Gruppe ersetzt werden, ohne daB die Eigen- 
schaften der Sequenz dadurch eine Anderung erfahren. Unter die Erfindung fal- 
len daher auch solche Sequenzen, die nicht den explizit genannten Fonneln ent- 
sprechen, sondern in denen ein Austausch einer oder mehrerer Aminosauren ge- 
gen eine homologe Saure vorgenommen wurde. 

Weiterhin kann gmndsatzlich davon ausgegangen werden, daB Aminosaurese- 
quenzen unabhangig von ihrer Bildungsrichtung unter bestimmten Umstanden 
ahnliche Bindungseigenschaften, insbesondere Antikoiperbindungseigenschaften 
haben konnen. Man spricht in diesem Fall von retio-Aminosauresequenzen und 
bezeichnet damit iibereinstimmende Sequenzen, die in C-oder N-teiminaler 
Richtung gebildet sind (z.B. [N-tenninal]-Glu-Ala-Val-Leu-[C-tenninal], [N- 
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terminal]-Leu-Val-Ala-Glu-[C-tei*minal]). Falls die verwendeten Aminosauren 
start der in Tieren vorkoinmenden L-Form in der chiralen D-Gegenfonn vorlie- 
gen, so werden die Epitopbereiche spiegelbildlich ausgebildet und ebenfalls von 
einigen Antikorpem erkannt, wobei sich die isotypen der Antikorper in diesen 
Eigenschaften unterscheiden. Man spricht in diesem Fall von inverso- 
Aminosauresequenzen. Falls sowohl inverso als auch retro-Aminosauren ver- 
wendet werden, ergeben sich z.B. ubereinstimmende Epitopbereiche, die unein- 
geschrankt von dem zur urspriinglichen Sequenz spezifischen Antikorper gebun- 
den werden. Der Vorteil der Verwendung von z.B. retro-inverso- 
Aminosauresequenzen besteht darin, dali D-Aminosauren voni Organismus lang- 
samer abgebaut werden, da sie von den abbauenden Enzymen schlechter erkannt 
werden. Der gleiche Effekt kann auch durch die Substitution von nicht naturli- 
chen Aminosauren erzielt werden. Die erfindungsgemaOen Peptide konnen daher 
auch in retro- und/oder inverso Form vorliegen oder weiterhin auch nicht naturli- 
che (also nicht von Organismus produzierte) Aminosauren enthalten. Nichtnatiir- 
liche Aminosauren lassen sich durch Synthetisierung von z.B. zusatzlichen Sei- 
tenketten oder reaktiven Gmppen gezielt mit speziellen Eigenschaften und an 
bestimmte Anwendungszwecke angepalit herstellen. 

Wie oben ausgefiihit, konnen die erfindungsgemaBen synthetischen Polypeptide 
insbesondere bei der Behandlung, Vorbeugung oder auch Diagnose von Prioner- 
krankungen eingesetzt werden. 

Es ist insbesondere daran gedacht, die erfindungsgemaBen synthetischen Poly- 
peptide als lmpfstoff darzustellen. Dazu wild z.B. eine ausreichende Menge Pep- 
tid mit Freund's komplettem Adjuvans aufgelost und subkutan oder intramuskular 
injiziert. In mehrwochigen Abstanden wird wiederum eine immunogene Menge 
Peptid in Freund's inkomplettem Adjuvans aufgelost und injiziert (Boost). Ziel 
der Impfung ist, eine Immunantwort zu provozieren, die die endogene Produktion 
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von Antikorpem beinhaltet, die spezifisch PrP Sc erkennen und neutralisieren 
bzw. kennzeichnen kOnnen, so daB korpereigene Abwelirmechanisraen einer Er- 
krankung vorbeugen bzw. den KrankheitsprozeB verlangsamen bzw. stoppen 
konnen. 

Eine weitere Moglichkeit besteht darin, die synthetischen Polypeptide in der Dia- 
gnose und Therapie einzusetzen. Nach der herrschenden Konversionstheorie wird 
davon ausgegangen, daB PrPSc U nd/oder PrpC auch untereinander binden. Ge- 
stiitzt wird diese Annahme durch weitere Mappingversuche der Erfinder, in de- 
nen gezeigt wurde, daB (wie aus Fig. 2 zu entnehmen) rekombinantes bovines 
rbPrP an ahnlichen Sequenzbereichen bindet wie der oben genannte Antikorper 
15B3. 

Die erwahnten Bindungseigenschaften kami man sich z.B. bei der Therapie zu- 
nutze machen. Denkbar ware, die erfindungsgemaBen Polypeptide in den Korper 
eines erkrankten Patienten hirngangig zu applizieren und dort dem infektiosen 
PrP Sc als Bindungspaitner zur Verfugung zu stellen. Auf diese Weise konnte 
man die Konversionsrate mQglichei-weise drastisch senken und das Fortsclueiten 
der Kiankheit verlangsamen. Zu Diagnosezwecken ware es denkbar, in Probe- 
material eventuell erhaltenes PrPSc mittels der erfindungsgemaBen Polypeptide 
spezifisch zu binden und dami auf geeignete Weise nachzuweisen. 

Die erfindungsgemaBen synthetischen Polypeptide sind nicht auf die angegebe- 
nen Sequenzen beschiankt. Denkbai- sind auch Peptide, die in derivatisierter 
Form vorliegen. Interessant konnte es z.B. sein, solche Peptide mit einem Canier 
bzw. Inununogen, wie z.B. Diphteriatoxid oder BSA zur Verstarkung der Im- 
munantwort zu verbinden. Eine weitere Mogliclikeit der Derivatisierung waie die 
Verknupfung mit Markern, wie z.B. Biotin oder Peroxidase bzw. mit Enzymen 
oder Nukleinsauren. Denkbar ware schlieBlich auch, Signalsequenzen vorzuse- 



WO 99/15651 



PCT/EP98/05924 



12 

hen, die die Durchgangigkeit der Peptide in gewunschte Kompartimente erleich- 
tern. GedaclU ist dabei insbesondere an die Blut-Him-Scluanke, deren Passage 
durch Verwendung von Signalsequenzen, die z.B. an Transfenimezeptor binden, 
erleichtert werden komiten. 

Wie oben mehrfach angesprochen, sollen die erfindungsgemaflen synthetischen 
Polypeptide bei der Therapie, Diagnose und Prophylaxe von Prionerkrankungen 
Verwendung finden. In Verbindung mit alien genannten Anwendungszwecken ist 
ein wesentliches Element, dafl die erfindungsgemaBen Polypeptide einzeln oder 
in Verbindung mit weiteren Substanzen einem Patienten verabreicht werden, wo- 
bei, wie oben ausgefuhrt, derivatisierte Fomien eingesetzt werden konnen, urn die 
Gangigkeit in bestimmte Kompartimente zu erhdhen. 

Die Herstellung der Polypeptide kann auf beliebige Weise erfolgen. Entweder 
direkt iiber ubliche Peptidsynthese-Techniken oder aber auch indirekt iiber RNA- 
oder DNA-Synthese und dann mittels konventioneller molekularbiologischer 
Teclmiken. Dementsprechend richtet sich ein weiterer Aspekt der Erfindung auf 
ein DNA-Molekul, das in der Lage ist, eins der erfindungsgemaBen Polypeptide 
zu kodieren. Vorzugsweise wird ein solches DNA-Molekiil (ggf. auch in einer 
langeren Sequenz) in einem geeigneten Expressionsvektor zur Verfugung gestellt. 
Es handelt sich hierbei um Routinetecliniken. 

Die Erfindung richtet sich weiterhin auch auf einen Kit zur Diagnose von PrP Sc 
bzw. von Antikoi-pern gegen PrPSc^ der mindestens eins der erfindungsgemaflen 
Polypeptide enthalt. Man inacht sich hierbei die Tatsache zunutze, dali die Poly- 
peptide spezifisch am PrP Sc und an den dagegen gerichteten Antikorpem zu bin- 
den vermogen. 
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Wie oben bereits angesprochen kann eine der zu Ermittlung der Polypeptidse- 
quenzen eingesetzten bindenden Substanzen rekombinantes bovines rbPrP sein. 
Es hat sich iiberraschend herausgestellt, dafl rekombinantes rbPrP in der Lage ist, 
spezifisch an PrP Sc zu binden und an der entsprechenden Peptidbank die selben 
Sequenzen zu erkennen, wie der Antikorper 15B3 (siehe Fig. 2). 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft daher die Verwendung von rekombi- 
nantem rbPrP-Protein entsprechend der Sequenz in Fig 4. Es hat sich herausge- 
stellt, daC bei Verabreichung von rekombinantem rbPrP mit der angegebenen Se- 
quenz PrP Sc -spezifische Antikorper produziert werden. Diesen Effekt kann man 
sich insbesondere im Ralimen der Prophylaxe oder Therapie zunutze machen, 
indem man einem Patienten rekombinantes rbPrP als lmpfstoff aufbereitet verab- 
reicht und eine entsprechende Immunantwort auslflst. 

Die Ausgestaltung ist selbstverstandlich nicht auf die Verwendung von bovinem 
rbPrP gemafi Fig. 4 beschrankt. Genauso gut konnen rekombinante PrP- 
Sequenzen mit aitspezifischen Abweichungen von der in Fig. 4 gezeigten rbPrP- 
Sequenz verwendet werden. 

SchlieBlich betrifft die Erfindung auch noch ein Verfahren zur Herstellung von 
PrP Sc -spezifischen Antikorpern. Zur Immunisierung wird nicht menschlichen 
Saugetieren mindestens eins der erfindungsgemaOen Polypeptide in einer zur 
Immunisierung ausreichenden Dosis verabreicht und der dagegen gebildete Anti- 
korper mit ublichen Methoden isoliert. 

Die erfindungsgemafien Peptide eignen sich schlieCIich auch zur Veiwendung in 
sogenamiten pharmatzeutischen oder chemischen Libraries, mit denen neue 
Wirkstoffe getestet bzw. ennittelt werden, die spezifisch an PrPSc binden. 
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SEQUENZPROTOKOLL 
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(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Prionics AG 

(B) STRASSE: Wintherturerstr . 190 

(C) ORT: Zuerich 

(D) BUNDESLAND: Zuerich 

(E) LAND: Schweiz 

(F) POSTLEITZAHL : CH-8090 

(A) NAME: Korth, Cars ten 

(B) STRASSE: 1534 Cole Street 

(C) ORT: San Francisco 

(D) BUNDESLAND: Kalifornien 

(E) LAND: USA 

(F) POSTLEITZAHL: CA 94117 

(A) NAME: Oesch, Bruno 

(B) STRASSE: Haldenstrasse 13 

(C) ORT: Stilli 

(E) LAND: Schweiz 

(F) POSTLEITZAHL: CH 5233 

(A) NAME: Moser, Markus 

(B) STRASSE: Waidf ussstrasse 25 

(C) ORT: Zuerich 

(D) BUNDESLAND: Zuerich 

(E) LAND: Schweiz 

(F) POSTLEITZAHL: CH-8037 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Synthetische Polypeptide zur 
Diagnose und Therapie von Prionerkrankungen 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 1 

(iv) COMPUTER-LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1,0, Version #1.30 (EPA) 

(vi) DATEN DER URANMELDUNG: 

(A) ANMELDENUMMER: DE 19741607.1 

(B) ANMELDETAG: 20-SEP-1997 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 219 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKtfLS : Protein 

(iii) HYPOTHETISCH: JA 

(iv) ANTISENSE : NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Bos taurus 

(viii) POSITION IM GENOM: 
(C) EINHEITEN: 219 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ 
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PATENTANSPRUCHE: 

1 Synthetisches Polypeptid, das eine oder mehrere defitiierte Sequenzen von 

PrP oder davon abgeleitete Sequenzen enhalt, die von PrP Sc - bindenden 
Substanzen erkannt werden. 

2. Synthetisches Polypeptid nach Anspruch 1, bei dem die Sequenz einer der 
folgenden Formeln entspricht und mind, eine der genannten Sequenzen 
oder eine Konibination melirerer Sequenzen enthalten ist: 

a) Gly-R] -Asp-R 2 -Glu-Asp-Arg-(Tyr-Tyi) 

b) (Gln)-(Val)-Tyr-Tyr-R 3 -Pro- R 4 -Asp-R 5 -Tyr- R 6 -(Asn-Gln) 

c) Cys-Rv-Thr-Gln-Tyr-Rg-Rp-Glu-Ser-Rio-Ala-fR! i-Tyr) 

d) (Tyr-Ai^-Glu-Asn-Met-R^-Arg-Tyr-Pio-Asn-CGln-Val-Tyr) 

in denen Rj =Asn oder Ser, R 2 = Tip oder Tyr, R3 = Arg oder Lys, R4 = 
Met, Val oder Ala, R5 = Gin, Glu oder Arg, R 6 = Ser oder Asn, R7 = Val, 
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Thr oder lie, Rg = Gin oder Glu, R9 = Lys, Arg oder Gin, Rj 0 = Gin oder 
Glu, Rj i = Tyr, Ser oder Ala und Rj2 = His, Tyr oder Asn ist und die in 
Klaminern angegebenen Aminosauren nicht zwingend vorhanden sind. 

Synthetisches Polypeptid nach Anspruch 1, bei dem die Sequenz einer der 
folgenden Formeln entspricht und mind, eine der genannten Sequenzen 
oder eine Kombination mehrerer Sequenzen enthalten ist: 

e) Gly-Trp-Gly-Gln-Pro-His-Gly-Gly-Gly-Trp-Gly-Gln-Pro-His-Gly 

f ) Ly s-Pro-R 1 4-Ly s-Pro-Ly s-Thr-R 1 4-R t 5-Lys-His-R \ 6 -Ala-Gly 

g) Tyr-R 16 -Leu-Gly-Ser 

h) Ser-Ala.Met-Scr-Arg-Pro-Ri7-R 1 7-His-Phe-GIy-Ri4-Asp 

i) Asn-Met-R 18 -Ai*g-Tyr-(Pro-Ri 4 )-(Gln-Val-Tyr-Tyr-R 19 ) 

in denen R14 = Asn oder Ser, R15 = Met, Leu oder Phe, Rj^ = Met oder 

Val, R17 = He, Leu oder Met, R]g = His, Tyr oder Asn und R19 = Lys 

oder Arg ist, und die in Klammem angegebenen Aminosauren oder Se- 
quenzbereiche nicht zwingend vorhanden sind. 

Synthetisches Polypeptid nach einem der Anspriiche 1-3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Sequenz ggf. iiber eine Qbliche Spacersequenz mit 
einer "Konformations "-sequenz gekoppelt ist, die die Ausbildung einer de- 
finierten Konformation des synthetischen Polypeptids induzieit. 

Synthetisches Polypeptid nach einem der Anspriiche 1-4, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die "Konfonnations n -sequenz die Ausbildung eines 1J- 
Strands induzieit. 
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6. Synthetisches Polypeptid nach Anspruch 2, 4 und 5 entsprechend einer der 
folgendea Formeln : 

e) (X)-(Gly)-Ala-Val-VaI-Gly-Gly-Leu-Giy-Gly.Tyr-(R 13 )-Z-Tyr- 
Tyr-R3-Pro«R 4 -Asp-R 5 -Tyr-R6-(Asn-Gln)-(Y) 

f) (X)-Tyr-Tyr-R 3 -Pro-R 4 -Asp-R 5 .Tyr-R 6 -(Asn-Gln)-Z-(Gly).Ala- 
Val-Val-GIy-Gly-Leu-Gly-Gly-Tyr-(R 13 HY) 

wobei X und Y beliebige Aminosauresequenzen sind, Z ein ubiicher 
Spacer z.B Gly-Gly ist, R 3 = Arg oder Lys, R 5 = Gin, Glu oder Arg, R 6 = 
Ser oder Asn und Rj 3 = Met oder Val ist, und die in Klammern gesetzten 
Sequenzbereiche nicht zwingend vorhanden sein mussen. 

7. Synthetisches Polypeptid nach einem der vorhergehenden Anspiliche, da- 
durch gekennzeichnet, daB es in mindestens einer Teilsequenz in retro- 
Form vorliegt. 

8 Synthetisches Polypeptid nach einem der vorhergehenden Anspiliche, da- 
durch gekennzeichnet, daB mindestens eine der enthaltenen Aminosauren 
in der D-Foim vorliegt. 

9 Synthetisches Polypeptid nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da- 
durch gekennzeichnet, daB es in derivatisierter Form vorliegt 

10. Pharmazeutische Zubeieitung zur Therapie von Prionerkrankungen, da- 
durch gekennzeichnet, daB sie mindestens eines der in den Anspriichen 1 
- 9 genannten syntlietischen Polypeptide oder mind, eine die definierten 

Sequenzen erkennende PrP s ^-bindende Substanz in einer zur Therapie 
oder Vorbeugung ausreichenden Dosis enthalt 
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11. Mittel zur Diagnose von Prionerkrankungen, dadurch gekennzeichnet, 
daB es mindestens eines der in den Anspruchen 1 - 9 genannten syntheti- 
schen Polypeptide oder mind, eine die definierten Sequenzen erkennende 

PrP Sc -bindende Substanz in einer fur den jeweiligen Nachweis ausrei- 
chenden Dosis enthalt. 

12. Impfstoff zur Vorbeugung und Therapie von Prionerkrankungen mit min- 
destens einem der Polypeptide gemaB den Anspruchen 1 - 9 oder mind, ei- 
ner die definierten Sequenzen erkennende PrP Sc -spezifischen Substanz in 
einer zur Immunisierung ausreichenden Dosis. 

13. Pharmazeutische Zubereitung, Mittel zur Diagnose oder Impfstoff nach 
einem der Anspriiche 9-12, dadurch gekennzeichnet, daB die enthaltene 
p r pSc -bindende Substanz rekombinant erzeugtes rbPrp mit der in Fig 4 
wiedergegebenen Formel bzw. artspezifischer Abweichungen davon ist. 

14. DNA-Molekiil, das mindestens fur eines der synthetischen Polypeptide 
nach den Anspruchen 1 bis 9 kodiert. 

15. Kit zur Detektion von PipSc bzw. von Antikorpem dagegen, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi er mindestens ein synthetisches Polypeptid nach den 
Anspruchen 1 bis 9 enthalt. 

16. Verfahren zur Herstellung von PrP Sc spezifischen Antikorpem, dadurch 
gekennzeichnet, daB nicht-menschliche Saugetiere mit mind, einem Poly- 
peptid gemaB der Anspriiche 1-9 immunisiert werden und der bzw die da- 
gegen gebildete(n) Antikorper nach einer zur Immunisierung ausreichen- 
den Zeitperiode auf ublichem Wege aus dem Saugetier isoliert werden. 
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17. Verfahren zur Detektion von PrP Sc spezifischen Oberflachensequenzbe- 
reichen, dadurch gekennzeichnet, daB eine PrP-spezifische Peptidbank 
mit PrPSc bindenden Substanzen iiikubiert und mittels gangiger Visualisa- 

■ tionstechniken die bindenden Bereiche der Peptidbatik sichtbar gemacht 
und daraus die Sequenzbereiche ermittelt werden. 

18. Vei-wendung der Polypeptide nach den Anspriichen 1-9 in einer pharma- 
zeutischen oder chemischen Library zur Detektion von von PrpSc . 
spezifischen Wirkstoffen. 
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Met Lys Lys Arg Pro Lys Pro Gly Gly Gly Trp Asn Thr Gly Gly Ser 
15 10 IS 

Arg Tyr Pro Gly Gin Gly Ser Pro Gly Gly Asn Arg Tyr Pro Pro Gin 
20 25 30 

Gly Gly Gly Gly Trp Gly Gin Pro His Gly Gly Gly Trp Gly Gin Pro 
3S 40 45 

His Gly Gly Gly Trp Gly Gin Pro His Gly Gly Gly Trp Gly Gin Pro 
50 ss 60 

His Gly Gly Gly Trp Gly Gin Pro His Gly Gly Gly Gly Trp Gly Gin 
65 70 75 80 

Gly Gly Thr His Gly Gin Trp Asn Lys Pro Ser Lys Pro Lys Thr Asn 
85 90 95 

Met Lys His Val Ala Gly Ala Ala Ala Ala Gly Ala Val Val Gly Gly 
100 10S no 

Leu Gly Gly Tyr *et Leu Gly Ser Ala Met Ser Arg Pro Leu lie His 
US 120 125 

Phe Gly Ser Asp Tyr Glu Asp Arg Tyr Tyr Arg Glu Asn Met His Arg 
130 135 140 

Tyr Pro Asn Gin Val Tyr Tyr Arg Pro Val Asp Gin Tyr Ser Asn Gin 
145 ISO 155 160 

Asn Asn Phe Val His Asp Cys Val Asn He Thr Val Lys Glu His Thr 
165 170 175 

Val Thr Thr Thr Thr Lys Gly Glu Asn Phe Thr Glu Thr Asp He Lys 
180 18S 190 

Met Met Glu Arg Val Val Glu Gin Met Cys He Thr Gin Tyr Gin Arg 
195 200 205 

Glu Ser Gin Ala Tyr Tyr Gin Arg Gly Ala Ser 
210 215 
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A. KLASSIFI3ERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANOES " " 

IPK 6 C12N15/12 C07K14/47 A61K38/17 A61K39/395 G01N33/68 



Nach der International Patentkiassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikatton und d er IPK 
B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssvmbole ) 

IPK 6 C12N C07K A61K G01N 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehbrende Verbttentiichungen, soweit dlesa unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte eiektronische Datenoank <Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegnffej 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategone* 



Bezeichnung der Veroffentlichung. soweit ertorderlich unter Angabe der in Batracht kommenden Telle 



8etr. Anspruch Nr. 



p.x 



MO 93 11155 A (PROTEUS MOLECULAR DESIGN) 
10. Juni 1993 

siehe Seite 3, Zeile 2 - Zeile 24 
siehe Seite 23, Zeile 14 - Zeile 22 
siehe Seite 28, Zeile 29 - Seite 29, Zeile 
29; Anspriiche; Bei spiel e 

WO 97 16728 A (UNIV CALIFORNIA) 
9. Mai 1997 

siehe Seite 6, Zeile 11 - Zeile 24; 
Anspriiche; Belspiele; Tabelle 1 

EP 0 861 900 A (ZUERICH 
ERZIEHUNGSDIREKTION) 2. September 1998 
siehe Seite 8, Zeile 54 - Seite 9, Zeile 8 
siehe Seite 14, Zeile 54 - Seite 15, Zeile 
37; Anspriiche; Beispiele 
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Besondere Kategorien von angegebenen Verbtfentlichungen 
"A" Verbffentltchung, die den allgamelnen Stand der Technik definiert 
aber nicht ale besonders bedeutaam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument. das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldadatum verdtfentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet (st. einen Ptioritatsanspruch zweifeihaft er- 
scheinen zu lassen. oder durch die das Verbffentllchungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefOhrt) 

"O" Veroffentlichung, die stch auf eine mundllche Oftenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung Oder andere MaGnahmen bezieht 
"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum. aber nach 
dam beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



Spate re Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum ver6ffentticht worden ist und mil der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Veretandnts des der 
Ertindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeiiegenden 
ineone angegeben ist 

-X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Ertindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht a is neu oder auf 
erf inderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

*Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erf inderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden. wenn die Verdffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Verbtfenthchungen dieser Kategorte in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend 1st 

"S* Veroffentlichung, die Mltgiled derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschtusses der internationalen Recherche 



9. Februar 1999 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 

24/02/1999 



Name und Postanschritt der Internationalen Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan2 
NL-2260 HV Rijswijk 
Tel, (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3018 



Bevotlmachtigter Bediensteter 

Fuhr, C 



FomnWin PCT/ISA/21 0 (Bfatt 2) (JuO 1992) 



Seite 1 von 2 



INTERNATIONALE!* RECHERCHENBERICHT 



C(Fortsetzung) ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Internation. . Aktenzeiehen 

PCT/EP 98/05924 



P,X 



P.X 



Bazaichnung der VerblfenlUchung, sowe.t erforaerileh untor AngaDe ctar in Seiracni kommenaan Tells" 



KORTH, C. ET AL: "Prion (PrPSc)-specif ic 
epitope defined by a monoclonal antibody" 
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